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Microorganisme a activite cysteine synthase modifiee et 
precede de preparation de la cysteine 

La presente invention se-rapporte au domaine de la byconversion— e1^- 
5 d'obtention d'acides amines par fermentation de microorganismes. Elle se rapporte a 
une methode de criblage et devolution dirigee permettant d'identifier une souche de 
microorganisme, 6ventuellement genetiquement modifie, possedant une enzyme a 
activite « cysteine synthase modifiee », en particulier une O-acyl-L-homoserine 
sulfhydrolase modifiee, ladite souche produisant de la L-cysteine ou un acide amine 
10 derive par metabolisme d'une source de carbone simple. L'invention concerne 
egalement la souche de microorganisme et un procede de preparation de la L- 
cyst6ine, ou acide amine deriv6, par culture de ladite souche de microorganisme. 

La cysteine peut-etre produite en utilisant des moyens tres varies et des 
sources differentes. Ainsi Sun-Orient Chemical Co., Ltd., extrait la L-cystine a partir 
15 des cheveux hydrolysis en presence d'HCl. La L-cystine est alors convertie en L*; 
cysteine monohydrochloride en utilisant un procede d'electrolyse. \ '. 

La DL-cysteine monohydrochloride peut Stre produite par le procede de' 
Strecker (reaction de la L-cystine en presence d' ammonium, d'HCN et d|- 
mercaptaldehyde). 

20 La reaction de Bucherer-Berg, dans laquelle sont mis en presence du 

chloroacetaldehyde, de l'HCN, du bicarbonate d'ammonium et du sulfide de sodium, 
permet aussi de produire de la L-cysteine. La L-cyst6ine 6tant alors cristalhsee sous 
sa forme monohydrochloride par reaction dans une solution d'acide chlorhydrique. 

La production de la cysteine par voie enzymatique ou par byconversion en 

25 utilisant la tryptophane synthase pour catalyser la reaction entre une alanine 
substitute en position beta et un sulfide a ete decrite dans les demandes de brevet GB 
2 174 390 et EP 0 272 365. Dememe, la production de cyst6ine par fermentation de 
microorganismes a 6te decrite dans les demandes. de brevet EP 0 885 962, WO 
01/27 307 et WO 97/15 673 qui decrivent respectivement une optimisation de 

30 l'excretion de la cysteine synthetisee par les microorganismes, la suppression du 
gene CysB pour optimiser la production d'H2S, et une serine acetyl transferase 
insensible a la r6tro-inh ibition par la cysteine. 



La presente invention se rapporte a des souches de microorganismes jnodifies 
en particulier des bacteries, notamment E. coli et les corynebacteries, produisant de 
Facide 2-amino~4-(alkylmercapto)propionique de formule generate (1) 

R-S-CH 2 -CHNH 2 -COOH (I) 
5 dans laquelle R represente un radical alkyle lineaire ou ramifI6 comprenant de 

1 a 1 3 atomes de carbones, 6ventuellement substitue par un ou des groupse hydroxy, 
ou un radical aryle ou heteroaryle comprenant un ou plusieurs atomes d'azote ou de 
soufre dans le cycle het6roaromatique, selectionne parmi les groupes phenyle, 
pyridyle, pyrolyle, pyrazolyle, iriazolyle, tetrazolyle, thiazolyle, ou thienyle, 
1 0 par metabolisme d'une source de carbone simple et d'une source de soufre 

comprenant un compose de formule generate (II) : 

R'-SH (II) 

dans laquelle R' represente un atome d'hydrogene ou R, R etant defini 
precedemment, et ses sels physiologiquement acceptables, 
1 5 lesdites souches presentant au moins un gene codant pour une enzyme mutee 

a activite « cysteine synthase modifiee ». 

Par sel physiologiquement acceptable, on entend selon rinvention les sels du 
compose de formule generale (I) qui n'affectent pas le metabolisme et la capacite de 
croissance de la souche de microorganisme selon rinvention, notamment les sels de 
20 metaux alcalins comme le sodium. 

Par source de carbone simple, selon la presente invention, on entend des 
sources de carbone utilisables par Thomme du m6tier pour la croissance normale 
d'un microorganisme, d'une bacterie en particulier. On entend designer notamment 
les differents sucres assimiiables, tels le glucose, le galactose, le saccharose, le 
25 lactose ou les melasses, ou les sous-produits de ces sucres. Une source de carbone 
simple tout parliculierement preferee est le glucose. Une autre source de carbone 
simple preferee est le saccharose. 

Selon un mode preference! de realisation de rinvention, R represente un 
radical alkyle lineaire ou ramifie comprenant de 1 a 4 atomes de carbone, en 
30 particulier choisi parmi les radicaux methyle, ethyle, n-propyle, i-propyle, n-butyle, 
i-butyle ou t-butyle. De maniere plus preferentielle, R represente le radical methyle. 

L'acide 2-amino-4-(allcylmercapto)propionique de formule generale (I) 
obtenu est de preference la L-cysteine. 
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Par enzyme a activit6 « cysteine synthase modifiee », on entend selon 
l'invention toute enzyme mutee impliquee dans la biosynthese de l'acide amine de 
formule generale (I), en particulier de la L-cysteine dont l'activite essentielle consiste 
a effecmer Ta conversion directe d'une acetylserine, de pr6ference de la O-acteyl-L- 
serine en acide amin6 de formule generale (I) en presence de compose soufre de 
formule gen6rale (II), l'activite essentielle de l'enzyme initiale non mutee n'etant pas 
une activite « cysteine synthases Les enzymes naturellement impliquees dans la 
biosynthese de la cysteine par conversion directe de la O-acteyl-L-serine 
(acetylserine) en L-cysteine en presence de sulfure d'hydrogene (H2S), comme les 
cystine synthases A on B, codees par les genes cysK ou CysM, respectivement, sont 
exclues de cette definition. 

De maniere preferentielle, l'enzyme « initiale » non mutee est une enzyme 
catalysant une reaction de sulfhydrylation en presence d'H2S, de preference une 
enzyme a activit6 O-acyl-L-homoserine sulfhydrolase. 

De maniere avantageuse, les enzymes «initiales» a activite O-acyl-L- v 
homos6rine sulfhydrylases sont choisies parmi les O-acyl-L-homoserine' 
sulfhydrylases correspondant au PFAM reference PF01053 et au COG reference ' 
COG2873. 

Les PFAM (Protein families database of . alignments and Hidden Markov... 
Modds ; ^^ww.sanfrer.ac.uk/Snftw a ^7Pf n m/> representent une large collection 
d'alignements de sequences prot6iques. Chaque PFAM permet de visualiser des 
ahgnements multiples, de voir des domaines proteiques, d'evaluer la repartition entre 
les organismes, d'avoir acces a d'autres bases de donnees, de visualiser des 
structures connues de prot6ines. 
25 Les COGs (Clusters of Orthologous Groups of proteins; 

http://www.nchi.nlm.nih.pov/nOG/) sont obtenus en comparant les sequences 
proteiques issus de 43 genomes complement sequences repr6sentant 30 lign6es 
phylogenetiques majeurs. Chaque COG est defini a partir d'au moins trois lign6es ce 
qui permet ainsi d'identifier des domaines conserves anciens. 

Elles sont de preference choisies parmi les acylhomoserine sulfhydrylases 
suivantes : 

NP.785969 O-acetylhomoserine (thiol)-lyase, Lactobacillus plantarum WCFS1 
AAN68137 O-acetylhomoserine sulfhydrylase, Pseudomonas putida KT2440 
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NP_599886 O-acetylhomoserine sulfhydrylase, Corynebacterium glutamicum 
ATCC 13032 

NP_7 12243 acetylhomoserine sulfhydrylase, Leptospira interrogans serovar lai str. 
56601 

5 BAC46370 O-succinylhomoserine sulfhydrylase, Bradyrhizobium japonicum 
USDA110 

AA057279 O-succinylhomoserine sulfhydrylase, Pseudomonas syringae pv. tomato 
str. DC3000 

NPJ284520 O-succinylhomoserine sulfhydrolase [Neisseria meningitidis Z2491 

10 AAA83435 O-succinylhomoserine sulfhydrylase (P. aeruginosa) 

L'O-acyl-L-homoserine sulfhydrolase est plus preferentiellement choisie 
parmi les O-acyl-L-homoserine sulfhydrolase codees par le gene metY de 
Corynebacterium, en particulier le gene metY de C glutamicum (Genbanlc 
AF220150), et les enzymes homologues presentant la meme activite O-acyl-L- 

1 5 homoserine sulfhydrolase, et au moins 80% d'homologie de sequence avec TO-acyl- 
L-homoserine sulfhydrolase codee par le gene metY de C. glutamicum (Genbank 
AF220150), preferentiellement au moins 85 % d'homologie, plus preferentiellement 
au moins 90 % d'homologie. 

Les moyens d'identification des sequences homologues et de leur 

20 pourcentages d'homologie sont bien connus de l'homme du metier, comprenant 
notamment le programme BLAST, et notamment le programme BLASTP, qui peut 
etre utilise k partir du site http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ avec les parametres 
indiques par defaut sur ce site. 

L'invention est basee notamment sur le fait que Ton peut obtenir, de f&9on 

25 dirigee, une modification de la specificite de substrat de F enzyme acyl-homoserine 
sulfhydrylase afin qu'elle utilise preferentiellement l'acetylserine. En consequence 
('invention est basee sur le fait que Ton peut modifier de fa<?on dirigee la specificite 
de substrat de F enzyme non modifiee afin d'evoluer d'une activite acylhomoserine 
sulfhydrolase a line activite cysteine synthase. 

30 Selon un mode preferentiel de realisation de rinvention, les souches de 

microorganismes non modifies ne possedent pas naturellement d' activite O-acyl-L- 
homoserine sulfhydrolase ou ne possedant pas de gene homologue au gene metY 
codant pour cette enzyme. 
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On introduit alors dans les bacteries k modifier un gene codant pour une 
enzyme catalysant une reaction de sulfhydrylation en presence d'H2S, telle que 
deflnie precedemment, a 1' exclusion des enzymes dont Pactivite principale est une 
activity cysteine synthase (aussi dSnommee O-acaytsSSnB "sulfhydrolase), en 
5 particulier un gene codant pour une 0-acyl-L4iomoserine sulfhydrolase, comme le 
gene metY de Corynebacterium, en particulier le gene metY de C glutamicum 
(GenbankAF220150). 

Le gene codant pour une enzyme catalysant une reaction de sulfhydrylation 
en presence d*H2S peut-etre introduit dans la bacterie a modifier selon les techniques 

10 usuelles a la disposition de l'homme du metier, soit par integration directe dans le 
genome, soit porte par un piasmide replicatif. 

La transformation de F activite acyl-homoserine sulfhydrylase en activite 
« cysteine synthase modifiee » sera reputee acquise lorsque la souche bacterienne 
genetiquement modifiee puis evoluee par selection dirigee (A) aura une vitesse de 

15 croissance au moins similaire a eelle de la souche sauvage (I) initiate lorsque cultivee 
dans un milieu minimum en presence de glucose pour seule source de carbone. Dans $ 
un mode particulier on considerera la transformation de Tactivite acyl-hombserine £ 
sulfhydrylase en activite « cyst6ine synthase modifiee » sera reputee acquise lorsque ?• 
Tactivite cysteine synthase port6e par la proteine O-acyl-L-homoserine sulfhydrolase r 

20 modifiee sera amelioree de 10% par rapport k son activite initiate, Enfin cette 
transformation de 1' activite acyl-homoserine sulfhydrylase en activite « cysteine 
synthase modifi6e » sera reputee acquise lorsque la souche (A) produira au moins 
autant de cysteine que la souche (T) dans des condition de culture equivalentes, ne 
contenant pas de cysteine initialement 

25 La souche ainsi construite est de preference selectionnee et amelioree par un 

precede de criblage et d' evolution, qui est aussi un objet de l'invention. 

Les souches selon Tinvention peuvent egatement etre genetiquement 
modifiees par inactivation, mutation et/ou suractivation d'au moins un gene 
endogene, la modification etant effectuee prealablement ou non k la mise en oeuvre 

30 avant la modification de leur activite cysteine synthase. En particulier, les souches de 
microorganismes selon l'invention sont genetiquement modifiees afin de supprimer 
les genes cysK et/ou cysM et/ou metB, codant les proteines portant respectivement 
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les activites enzymatiques cysteine synthase A, cysteine synthase B et cystathionine 
gamma synthase. De maniere preferentielle, les genes cysK et cysM sont supprimes. 

On peut le cas echeant supprimer le gene codant l'activite cystathionine 
gamma-lyase. — 

5 Le gene cysK code la cysteine synthaseA (GenBank NP_41 6909) et le genes 

cysM code la cysteine synthase B (GenBank NP_416916). L'inactivation de ces 
genes revient a supprimer les voies de biosynthese de la cysteine et done a rendre la 
souche auxotrophe pour la cysteine. Ceci permet de selectionner les souches qui ont 
modifie l'activite acyl-homoserine sylfhydrylase en activite cysteine synthase afin de 

1 0 restaurer la production de cysteine. 

En utilisant les references donnees sur GenBank pour ces gfcnes qui sont bien 
connues, l'homme du metier est capable de determiner les genes 6quivalents dans 
d'autres souches bacteriennes qu'S. coli. Ce travail de routine est avantageusement 
effectue en utilisant les sequences consensus pouvant etre determinees du fait de la 

15 synthese de ces genes pour d'autres microorganismes, et en dessinant des sondes 
degenerees permettant de doner le gene correspondant dans un autre organisme. Ces 
techniques de routine de biologie moleculaire sont bien connues dans 1'art et sont 
decrites par exemple dans Sambrook et al. (1989 Molecular cloning : a laboratory 
manual. 2 nd Ed. Cold Spring Harbor Lab., Cold Spring Harbor, New York.). 

20 Dans un mode de realisation, ladite souche bacterienne peut comprendre 

egalement une modification de l'activite serine O-acyltransferase porte par le gene 
<0>sE afin de lui conferer une insensibilite a la retro-inhibition par la cyst6ine. 

Dans un autre mode de realisation, ladite souche bacterienne peut comprendre 
egalement une surexpression du gene cysB afin de dereguler la voie d'assimilation 

25 du soufre en H2S. 

II peut-etre egalement avantageux pour la production d'acides amines de 
formule (I), de preference de la L-cysteine, de surexprimer le gene codant l'acetyl- 
CoA synthetase, comme le gene acs (EC 6.2.1.1), ayant le numero d'accession 
AE000480, en memo temps que le gene codant pour une enzyme a activite « cysteine 
30 synthase modifiee » defini precedemment. 

Jl peut egalement etre avantageux d'attenuer, voire de supprimer les genes 
codant pour une acetate kinase et/ou pour une phosphotransacetylase , notamment les 
genes ack et pta ayant respeclivement les numeros d'accession AE000318 et 
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AE000319, et codant respectivement une acetate kinase (EC 2.7.2.1) et une 
phosphotransacetylase (EC 2.3.1.8). Cette attenuation/suppression est de preference 
combin<§e a une surexpression du gene codant Tacetyl-CoA synthetase. 

Toutes les modifications mentromiees ci-dessus peuvent Stre effectuees 
5 directement sur la souche initiate. Alternativement, il peut etre preferable de preparer 
tine souche a activite « cysteine synthase modiftee » selon Finvention ne presentant 
qu'un nombre restreint de modifications, notamment en mettant en oeuvre le proc6d<§ 
de criblage selon l'invention, avant d'effectuer d'autres modifications telles que 
mentionnees, afin d'augmenter la synthese de l'acide amine de formule (I) en 

10 particulier la L-cysteine. . 

L'homme du metier connait les protocoles permettant de modifier le caractere 
genetique de microorgahismes. La surexpression d'un gene peut etre effectuee par 
changement du promoteur de ce gene in situ, par un promoteur fort ou inductible. De 
fa9on alternative, on introduit; dans la cellule, un plasmide replicatif (simple ou , 

15 multicopies) dans lequel le gene que Ton desire surexprimer est sous le contr61e du • 
promoteur adequat. 

... '• ■ ■ ■ ' - : # 

L'inactivation d'un gene se fait prefprentiellement par recombinaison : 

homologue. Le principe d'un protocole en est rappele brievement : on introduit dans 

la cellule un fragment lin<§aire, obtenu in vitro comprenant les deux regions 

flanquant le g&ne, et au moins un gene de selection entre ces deux regions 

(gen6ralement un gene de r6sistance k un antibiotique), ledit fragment Hn6aire 

presentant done un gene inactive On selectionne les cellules ayant subi un 

evenement de recombinaison et ayant integr6 le fragment introduit par Statement sur 

milieu s6Iectif. On selectionne ensuite les cellules ayant subi un evenement de double 

25 recombinaison, dans lesquelles le gene natif a 6te remplace par le gene inactive. Ce 

protocole peut etre ameliore en utilisant des systemes de selections positive et 

negative, afin d'accelerer la detection des evenemerits de double recombinaison. 

Dans un mode de realisation prefere, ladite souche bacterienne est une souche 

d'E. colL 

30 Dans un autre mode de realisation, ladite souche bacterienne est une souche 

de Corynebacterium, en particulier G glutamicum. 
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L'invention concerne done egalement un precede de preparation d'une 
souche bacterienne a activite « cysteine synthase modifiee» telle que definie 
precedemment, ledit precede comprenant une etape consistant cultiver sous pression 
de selectibrrdans un milieu de culture approprie comprenant une source de carbone 
simple et une souche bacterienne comprenant une enzyme catalysant une reaction de 
sulfhydrylation en presence d'H2S dont l'activite essentielle n'est pas une activite 
« cysteine synthase » telle que definie precedemment, afin de dinger une evolution 
du gene codant pour ladite enzyme dans ladite souche bacterienne, vers un gene 
codant pour une activite « cysteine synthase modifiee ». 

Selon l'invention, les termes « culture » et « fermentation » sont employ6s 
indifferemment pour d6signer la croissance de la bact6rie sur un milieu de culture 
approprie comprenant une source de carbone simple. 

De maniere preferentielle et afin d'accelerer la selection et revolution dirigee 
du gene codant pour I'enzyme catalysant une reaction de sulfhydrylation en presence 
d'H2S, on peut effectuer les operations suivantes : 

a. Coupler la biosvnthese de la cysteine a la croissa n ce du micmnr ganisme de. 
telle sorte que la production de cysteine goit necessaire a un e bonne croissant H» 
microoreanisme 

Pour cette raison on peut faire le choix de deleter les genes cysK, cysM et 
eventuellement rnetB et eventuellement le gene codant une activity cystationine 
gamma lyase {e.g. gene yrhB chez B. subtilis), afin de supprimer toutes voies de 
synthese naturelle de cysteine. Ce faisant la souche devient auxotrophe pour la 
cyst6ine. 

Le microorganisme, pour vivre en milieu minimum contenant une source de 
carbone simple, doit done optimiser l'activit6 cystdine synthase de l'O-acyl-L- 
homoserine sulfhydrylase, afin de retablir la voie de synthese de la cysteine a partir 
dc d'acetylserine el d'H2S. Lorsque la deletion metB est realisee il peut etre 
necessaire de supplcmenter le milieu en methionine. 

b. Supprime r Jes. regul ations, notammftnt jgs rY t tro-Jnhibitimis soit au uiyeau 
des enzymes, soit au niveau des genes afin q u e la voie de hmsynthese mcip ale goij 
potentialis6e 

On peut ainsi surexprimer le gene cysB codant une proteine activatrice de la 
voie d'assimilation du soufre (WO0127307), permettant ainsi 1 'optimisation de la 
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. production en H2S. Par ailleurs, il a ete montre que la serine acetyl-transferase, 
codee par le gene cysE, etait retro-inhibee par la cysteine. II est done souhaitable de 
remplacer cette enzyme par une enzyme insensible k la r6tro-inhibition 

~ TWQ9715673 ; WO02061106 ) ou bien de surexprimer I s enzyme ( WO0229029 ). 

5 Les techniques permettant P expression ou la surexpression de g&nes d'interet 

dans les bacteries sont bien connues . de 1'homme du metier, Les promoteurs, 
notamment les promoteurs forts, constitutifs chez les microorganismes sont 
egalement bien connus, de preference choisi parmi pTAC-O, pLAC-O, pTRC-O et 
pTHLA, promoteurs forts pour lesquels Poperateur a 6te delete pour les rendre 

10 constitutifs. 

L'invention se rapporte egalement a un proc6de de preparation de cysteine, 
dans lequel on cultive un microorganisme a activite «cyst6ine synthase modifiee.» 
tel que defini precedemment dans un milieu de culture approprie, ledit milieu 
1 5 approprie comprenant une source de carbone simple telle que definie precedemment. 

La definition des conditions de fermentation est du ressort de Thomme du. 
metier. On fermente notamment les bacteries a une temperature comprise entre 20°C 
et 55°C, de preference entre 25°C et 40°C, plus particulidrement d'environ 30°C 
pom- C glutamicum et d'environ 37°C pour E. colt 
20 La. fermentation est conduite en fermenteurs avec un milieu mineral de 

cxilture de composition connu defini et adapte en fonction des bacteries utilisees, 
contenant au moins une source de carbone simple. 

En particulier, le milieu mineral de culture pour E. coli pourra ainsi etre de 
composition identique ou similaire a un milieu M9 (Anderson, 1946, Proa Natl. 
25 Acad Set USA 32:120-128), un milieu M63 (Miller, 1992 ; A Short Course in 
Bacterial Genetics: A Laboratory Manual and Handbook for Escherichia coli and 
Related Bacteria, Co}d Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New 
York) ou un milieu tel que defini par Schaefer et al (1999, Anal Biochem. 270 : 88- 
96). 

30 De maniere analogue, le milieu min6ral de culture pour C glutamicum pounra 

ainsi etre de composition identique ou similaire au milieu BMCG (Liebl et al., 1989, 
Appl Microbiol Bioiechnol 32: 205-210) a un milieu tel que defini par Riedel et al 
(2001, 7. Mol Microbiol Biotechnol 3: 573-583). 
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Les milieux peuvent §tre supplements pour compenser les auxotrophies ; ils 
contiennent une concentration en carbone simple adaptee en fonction du mode de 
culture et de production, ainsi que du compose soufre de formule (II) en 
concentration adaptee- en fonction de revolution- de la souche et du mode de 
production retenu. 

Apres fermentation, la cyst6ine est recuperee selon les methodes usuelles, et 
le cas echeant, purifi6e. 

Les techniques de recuperation puis de purification de la cysteine dans les 
milieux de culture sont bien connues de I'homme du metier. 

La presente invention concerne aussi un procede de preparation d'un acide 
amine de formule generale (I) tel que defini predcedemment, caracterise en ce que 
Van fait reagir de l'acetylserine avec une enzyme a activite « cysteine synthase 
modifiee » telle que definie precedemment, dans un milieu reactionnel approprie 
comprenant un compose soufre de formule generale (II) ddfini precedemment. 

Le milieu reactionnel approprie est un milieu usuel de reaction enzymatique, 
bien connu de I'homme du metier, en particulier un milieu aqueux dans lequel les 
substrats et l'enzyme sont en solution ou en suspension. Les conditions de mise en 
ceuvre de la reaction sont bien connues de I'homme du metier, afin notamment 
d'eviter une denaturation substantielle de l'enzyme. 

Selon un mode particulier de realisation de l'invention, l'enzyme a activite 
« cysteine synthase modifiee » est pnSsente dans une bacterie inactivee ou dans un 
extrait cellulaire. 



25 DESCRIPTION DES FIGURES 

Figure! : synthese de la cysteine a partir de la serine, chez les bacteries. 
£l 's ure 2 : strategic pour obtenir une synthese de cysteine a partir d' O-aceryl- 
L-serinc. La fleche rouge correspond a l'activite cysteine synthase portee par 
30 l'enzyme codec par le gene metY 6volue selon l'invention (metY*). 
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EXEMPLES 

Exemple 1 : constructio n de la souche E. coli K12 A(cvsK. cvsM) 
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L'inactivation des gfenes cysK et cysM est realisee en inserant une cassette de 
resistance & un antibiotique (chloramphenicol et kanamycine respectivement) tout en 
deletant la majeure partie des g&nes concernes. La technique utilisee est decrite par 
Datsenko, K.A. ; Wanner, BX.npTTOOXtine-step inactivation of chromosomal genes 
5 in Escherichia coli K-12 using PCR products. Proc. Natl Acad, Scl USA 97 : 6640- 
6645. Pour chaque construction un couple d'oligonucleotide a ete synthetisS.: 
Pour cy$K: 

DcysKRdel00bases(SEQIDNO 1): 

TgttgcaaftctttctcagtgaagagatcggcaaacaatgcggtgcttaaataacgctcacccgatgatggtagaataacC 
10 ATATGAATATCCTCCTTAG 
avec 

une region (caracteres minuscules) homologue k la sequence (2531396 a 
2531317) du gene cysK (sequence de reference sur le site 
http://genolist < pasteur < fr/Colibri/> 
15 - . une region (caracteres majuscules) pour V amplification de la cassette de^ 
resistance au chloramphenicol (sequence de reference dans la publication^ 
Datsenko, LA. et Wanner, B.L., 2000, PNAS, .97 : 6640-6645) ± 
DcysKF de 100 bases (SEQ ID NO 2) : 
agtaagattWgaagataactcgctgactatcggtca^ 
20 GTAGGCTGGAGCTGCTTCG 
avec : 

une region (caracteres minuscules) homologue & la sequence (2530432 a 
25305 1 1) du g£ne cysK 

une region (caracteres majuscules) pour V amplification de la cassette de 
25 resistance au chloramphenicol. 

Priur cysM : 

DcysMR de 1 00 bases (SEQ ID NO 3): 
cccgccccctggctaaaatgctcttccccaaacaccccggtagaaaggtagcgatcgccacgatcgcagatgatcgcca 
cCATATGAATATCCTCCTTAG 
30 avec : 

une region (caracteres minuscules) homologue h la sequence (2536699 a 
2536778) du gene cysM (sequence de reference sur le site 
http://genolist.p ast eur.fr/Colibri/> 
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une region (caracteres majuscules) pour J 'amplification de la cassette de 
resistance a la lcanamycine 
DcysMF de 100 bases (SEQ ID NO 4): 

Agtacattagaacaaacaataggcaatacgcctctggtgaagttgcagcgaatggggccggataacggcagtgaagtgt 
5 gTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG 
avec : 

une region (caracteres minuscules) homologue a la sequence (2537600 a 
2537521) du gene cysM 

une region (caracteres majuscules) pour 1' amplification de la cassette de 

'1 0 resistance a la lcanamycine 

Les oligonucleotides DcysKR et DcysKF d'une part et DcysMR et DcysMF 
d'autre part, sont utilises pour amplifier respectivement la cassette de resistance au 
chloramphenicol et a la kanamycine a partir des plasmides pKD3 et pKD4. Le 
produit PGR obtenu est alors introduit par 61ectroporation dans la souche MG1655 

15 (pKD46) dans laquelle l'enzyme Red recombinase exprimee permet la 
recombinaison homologue. Les transformants resistants a chacun des antibiotiques 
sont alors selectionnes et 1'insertion de la cassette de resistance est verifiee par une 
analyse PGR avec les oligonucleotides cysKR et cysKF d'une part et cysMR et 
cysMF d'autre part. 

20 cyKR (SEQ ID NO 5) : tttttaacagacgcgacgcacgaagagcgc (homologue a la sequence 
de 2531698 a 2531 669) 

cysKF (SEQ ID NO 6) : ggcgcgacggcgatgtgggtcgattgctat (homologue a la sequence 
de 2530188 a 2530217) 

cysMR (SEQ ID NO 7) : ggggtgacggtcaggactcaccaatacttc (homologue a la sequence 
25 de 2536430 a 2536459) 

cysMF (SEQ ID NOS) : gcgcgcatcgctggccgctgggctacacac (homologue a la sequence 
de 2538071 a 2538042) 

Les cassettes de resistance au chloramphenicol et a la lcanamycine peuvenl 
ensuite etre eliminces. Pour cela, Le plasmide pCP20 porteur de la recombinase FLP 
30 agissant au niveau des sites FRT de la casselte de resistance au chloramphenicol ou a 
la kanamycine, est introduit dans les souches recombinantes par electroporation. 
Apres une serie de cultures a 42°C ? la perte de la cassette de resistance a 
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Fantibiotique est verifiee par une analyse PCR avec les memes oligonucleotides que 
ceux utilises precedemment. 

Exemple 2 : latroducttrogaj^ae metY dans la souche precedeate — 
5 Le plasmide pTopometY a ete construit par insertion du gene metY dans le 

vecteur Zero Blunt TOPO PCR cloning kit for sequencing (PCR4 TOPO vector, 
Invitrogen). Pour cela, le gene metY a ete amplifle par PCR avec la polymerase Pwo 
a partir de TADN chromosomique de la souche Corynebacterium glutamicum 
ATCC13032 en utilisant les oligonucleotides suivants : 
10 MetYR (SEQ ID NO 9) : 

ttagagctgttgacaattaatcatccggctcgtataatgtgtggaataaaaactcttasggacctccaa^^cc 

Promoteur de type TRC (pTRC-O) en gras et noir, RBS du gene metY en gras 

et souligne, codon d'initiation du gene metY en gras et italiques. 
MetYF (SEQ ID NO 10) : 
15 gctctgtctagtctagtttgcattctcacg 

Sequence choisie en aval du terminateur de transcription du g&ie metY. {{ 
Le produit PCR obtenu est ensuite directement clone dans le vecteur Jopo 

pour donner le plasmide pTopometY. Le vecteur Topo porte line origine de 

replication pour E. coli, un gene de resistance a l'ampicilline et un gene de resistance 
20 a la kanamycine. 

Le plasmide pTopometY est alors introduit dans la souche E. coli DH5a pour 

verification de la construction. Le sequen9age du gene metY du plasmide 

pTopometY avec les oligonucleotides universels M13 reverse et Ml 3 forward sera 

ensuite realise pour confirmer la construction. 
25 Le plasmide est introduit dans la souche E. coli A(cysK, cysM) (exemple 1) 

par electroporation. 

Exemple 3 : selection dirigee de la souche afm de faire evoluer le gfeae 
metY codant Tactivite acetyl-homoscrine sulfhvdrvlase vers une activite 
30 cysteine synthase. 

La selection dirigee de la souche precedente contenant le gene metY peut-etre 
realisee en flacons ou en Erlen-Meyer. La mise en ceuvre de cette technique pennet 
la selection d'une souche de Escherichia coli dont l'enzyme acetyl-homoserine 
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sulfhydrolase a evolue en une activite « cysteine synthase ». La selection dirigee est 
conduite en Erlen-Meyer contenant 50 mL de milieu mineral (Schaefer et al., 1999, 
Anal Biochem. 270 : 88-96) en presence de 33 mM glucose, de chloramphenicol a 
une concentration finale de 25 mg/1 et de kanamycinea une concentration de 25 
5 mg/ml 

Les milieux de culture sont ensemences avec la souche E. coli K12 [A (cysK, 
cysM) pTopometY] a DOeoonm defmie. On ensemence avec une population de 
bacteries suffisamment importante pour que certaines bacteries possedent 
potentiellement des mutations spontanees interessantes dans le gene metY, 

10 permettant d'assimiler l'O-acetyl serine. Cette population a ete obtenue par culture 
de la souche auxotrophe en cysteine sur milieu minimum supplement^ en cysteine. 
Une culture temoin est ensemencee avec la souche E. coli K12 (A cysYL, cysM). 

Les cultures sont realisees sous agitation, a 37°C, pendant 6 jours, puis la 
D0 6 oonm est mesuree. La culture temoin ne presente pratiquement pas devolution de 

15 DO alors que quelques autres cultures ont vu leur DO 6voluer de maniere 
significative. II est probable que 1'activite « cysteine synthase modifiee » se soit 
developpee dans les populations contenues dans ces Erlen-Meyer . La ou les 
mutations sont vraisemblablement intervenue dans le gene metY puisque c'est la 
seule difference entre ces souches et la souche temoin. 

20 La population bacterienne de ces cultures positives peut alors etre utilisee 

pour ameliorer davantage 1'activite cysteine synthase, soit en utilisant un procede de 
criblage et amelioration par fermentation en etage (exemple 4) ou en recommen^ant 
le procede en flacon tel qu'il vient d'etre decrit. 

25 Exemple 4 : selection dirigee de la souche afin de faire evoluer le gene 

metY codant Factivite acetvl-homoserine sulffavdrvlase vers une activite 
cysteine synthase. 

La population precedente E. coliKAl est introduite dans un systeme en 
continu en etage a fin de poursuivre la selection dirigee 
30 Le premier fermenteur produit les bacteries k une vitesse proche du taux de 

croissance maximum (milieu minimum avec environ 10 \xM de cysteine). Les 
bacteries passcnt en continu de ce fermenteur dans un second fermenteur caracterise 
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par un taux de dilution plus faible et un milieu avec le crible de selection (ici, milieu 
minimal avec glucose pour seule source de carbone). 

La pression de selection, imposee a la bacterie dans le second fermenteur, est 
etablie par V absence de cysteine:"-©es cycles successifs de selection permettent - 
5 d'appliquer aux bacteries des cribles de plus en plus fort par des concentrations 
decroissantes en cysteine dans le fermenteur initial. 

Pour chaqiie concentration, la souche selectionnee dans le second fermenteur 
est celle qui presente le meilleur taux de croissance en utilisant dix glucose pour seule 
source de carbone. 

10 On effectue differents cycles de selection pour obtenir une souche fermentant 

le glucose dans un milieu, minimum avec une vitesse 61evee. L' analyse de cette 
souche permet de definir les mutations dans le gene metY. 

Exemple 5 : selection des clones 

15 La population optimisee est etalee alors sur milieu minimum gelose contenant 

du glucose pour seule source de carbone. Les bbites inoculees sont placees en 
condition aerobie dans un incubateur a 37°C. Apres 36 heures, les clones 
apparaissent sur les boites ; ils correspondent aux bacteries capables deproduire de la 
cysteine a partir du glucose pour seule source de carbone. Trois clones sont isoles et 

20 le plasmide portant le gene metY isole et ce gene sequence. 

Exemple 6 : controle de la voie de svnthese 

La population d'E. coli K12 [A (cysK, cysM) pTopometY] optimisee est mise 
en culture dans un milieu minimum (Schaefer et aL, 1999, Anal Biochem, 270 : 88- 

25 96) contenant 2,5 g.l' 1 de glucose entierement marque au carbone 13. Apres la 
culture, les cellules sont recuperees, lavees puis hydrolysees par HC1 6N pendant 24 
heures a 107°C. Une analyse par RMN bidimensionnelle est alors realisee (HSQC). 
Cette analyse permet d'etudier le flux des carbones 13 du glucose et confirmer que la 
synthese de la cysteine se fait bien via la serine et Tacetyl-serine suggerant ainsi que 

30 Tenzyme codee par le gene metY a effectivement evoluee en une cysteine synthase. 
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Revendications 

1. Souche de microorganismes modifies en particulier des bacteries, 
notamment E. coli et les corynebacteries, produisant de 1'acide 2-amino-4- 
(alkylmercaplo)propionjque de formule generale (I) 
5 R-S-CH2-CHNH2-COOH (I) 

dans laquelle R represente un radical alkyle lin6aire ou ramifie comprenant de 
1 a 18 atomes de carbones, eventuellement substitue par un ou groupe hydroxy, ou 
un radical aryle ou heteroaryle comprenant un ou plusieurs atomes d'azote ou de 
souffre dans le cycle heteroaromatique, selectionne parmi les groupes phenyle, 
1 0 pyridyle, pyrolyle, pyrazolyle, triazolyle, tetrazolyle, thiazolyle, ou thienyle, 

par metabolisme d'une source de carbone simple et d'une source de soufre 
comprenant un compose de formule generale (IT) : 

R'-SH (II) 

dans laquelle R' represente un atome d'hydrogene ou R, R etant defini 
1 5 precedemment, et ses sels physiologiquement acceptables, 

lesdites souches presentant au moins une un gene codant pour une enzyme 
mutee a activite « cysteine synthase modifiee ». 

2. Souche selon la revendication 1, caract6risee en ce que R represente 
un radical alkyle lineaire ou ramifi6 comprenant de 1 a 4 atomes de carbone. 
20 3 • Souche selon la revendication 2, caracterisee en ce que R represente le 

radical methyle. 

4. Souche selon la revendication 3, caracterisee en ce que 1'acide 2- 
amino-4-(alkylmercapto)propionique de formule generale (I) obtenu est la L- 
cysteine. 

25 5 - Souche selon I'une des revendications 1 a 4, caracterisee en ce que 

l'enzyme « initiale » non mutee est une enzyme catalysant une reaction de 
sulfhydrylalion en presence d'H2S. 

6. Souche selon la revendication 5 5 caracterisee en ce que l'enzyme 
« initiale » non mutee est une enzyme a activite O-acyl-L-homoserine sulfhydrolase. 

30 7 - Souche selon la revendication 6, caracterisee en ce que l'enzyme 

« initiale » a activite O-acyl-L-homoserine sulfliydrylases est choisies parmi les O- 
acyl-L-homoserine sulfliydrylases correspondant au PFAM reference PF01053 et au 
COG reference COG2873. 
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Revendications 

1. Souche de microorganismes modifies en particulier des bacteries, 
notainment E. coli el les corynebacteries, produisant de Facide 2-amino-4- 
7alkylmercapto)propionique de formule generale (I) 

5 .R-S-CH2-CHNH2-COOH (I) 

dans laquelle R repiresente un radical alkyle lin6aire ou ramifie comprenant de 
1 a 18 atomes de carbones, eventuellement substitue par un ou plusieurs groupes 
hydroxy, ou un radical aryle ou h£teroaryle comprenant un ou plusieurs atomes 
d' azote ou de souffre dans le cycle h6teroaromatique, selection^ parmi les groupes 
1 0 phenyle, pyridyle, pyrolyle, pyrazolyle, triazolyle, tetrazolyle, thiazolyle, ou thienyle, 
par metabolisme d'une source de carbone simple et d'une source de soufre 
comprenant un compose de formule generale (II) : 

R'-SH(II) 

dans laquelle R' represente un atome d'hydrogene ou R, R etant defini 
15 precedemment, et ses sels physiologiquement acceptables, 

lesdites souches pr^sentant au moins une un: gene codant pour une enzyme 
mutee a activite « cysteine synthase modifiee »« ; 

2. Souche selon la revendication 1, caract^risee en ce que R represente 
un radical alkyle lin6aire ou ramifie comprenant de 1 a 4 atomes de carbonp. 

20 3. Souche selon la revendication 2, caract6risee en ce que R represente le 

radical methyle. 

4. Souche selon la revendication 3, caracterisee en ce que I'acide 2- 
amino-4-(alkylmercapto)propionique de formule generate (I) obtenu est la L- 
cysteine. 

25 5. Souche selon Tune des revendications 1 & 4, caracterisee en ce que 

F enzyme « initiale » non mutee est une enzyme catalysant une reaction de 
sulfhydrylation en presence d'H2S. 

6. Souche selon la revendication 5 3 caracterisee en ce que F enzyme 
« initiale » non mutee est une enzyme k activite O-acyl-L-homoserine sulfhydrolase. 

30 7. Souche selon la revendication 6 3 caracteris6e en ce que F enzyme 

« initiale » a activite O-acyl-L-homoserine sulfliydrylases est choisies parmi les O- 
acyl-L-honioserine sulfliydrylases correspondant au PFAM reference PF01053 et au 
COG reference COG2873. 
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8. Souche selon la revendication 7, caracterisee en ce que l'nezyme 
« initiale » est choisie parnii les acylhomoserine sulfhydrylases suivantes : 
NP_785969 O-acetylhomoserine (thiol)-lyase, Lactobacillus plantarum WCFS1 
AAN68 1 37 O-acetylhomoserine sulfhydrylase, Pseudomonas putida KT2440 
5 NP_599886 O-acetylhomoserine sulfhydrylase, Corynebacterium glutamicum 
ATCC 13032 

NP_712243 acetylhomoserine sulfhydrylase, Leptospira interrogans serovar lai str. 
56601 

BAC46370 O-succinylhomoserine sulfhydrylase, Bradyrhizobium japonicum 
10 USDAUO 

AA057279 O-succinylhomoserine sulfhydrylase, Pseudomonas syringae pv. tomato 
str. DC3000 

NP_284520 O-succinylhomoserine sulfliydrolase [Neisseria meningitidis Z2491 
AAA83435 O-succinylhomoserine sulfhydrylase (P. aeruginosa) 
15 9 - Souche selon la revendication 7, caracterisee en ce que l'enzyme 

« initiale » est l'O-acyl-L-homoserine sulfliydrolase codee par le gene metY de 
Corynebacterium. 

10. Souche selon la revendication 9, caracterisee en ce que I'O-acyl-L- 
homoserine sulfliydrolase est codee par le gene metY de C. glutamicum (Genbank 

20 AF220150). 

11. Souche selon l'une des revendi cations 1 a 10, caracteris6e en ce 
qu'elle est genetiquement modifiee afin de supprimer les genes cysK et/ou cysM 
et/ou metB, codant les prolines portant respectivement les activites enzymatiques 
cysteine synthase A, cysteine synthase B et cystathionine gamma synthase. 

95 12 - Souche selon l'une des revendications 1 a 1 1 , caracteris6e en ce que le 

gene codant Tactivite cystathionine gamma-lyase est altenue on supprime. 

1 3. Souche selon l'une des revendications 1 a 1 2, caracterisee en ce que le 
gene codant 1'acetyl-CoA synthetase est surexprime. 

14. Souche selon l'une des revendications 1 a 13, caracterisee en ce que 
les genes codant pour une acetate kinase et/ou une phosphotransacetylase sont 
attenues ou supprimes. 

1 5. Procede de preparation d'une souche bacterienne a activite « cysteine 
synthase modifiee » telle que definie dans les revendications 1 a 14, ledit procede 
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comprenant une etape consistant cultiver sous pression de selection dans un milieu 
de culture approprie comprenant une source de carbone simple une souche 
bact£rienne comprenant une enzyme catalysant une reaction de sulfhydrylation en 
presence d'H2S dont P activite esseritiellerfe^tpasiine activite « cysteine synthase », 
5 afin de diriger une Evolution du gene codant pour ladite enzyme dans ladite souche 
bacterienne, vers un gene codant pour une activite << cysteine synthase modifiee ». 

16. Proced6 de preparation d'un acide amine de formule generate (I) tel 
que defini dans Tune des revendications 14 4, dans lequel on cultive un 
microorganisme a activite « cysteine synthase modifiee » tel que defini dans les 

10 revendications 1 a 14 dans un milieu de culture approprie comprenant une source de 
carbone simple et un derive souire de formule generale (II) tel que defini dans Time 
des revendications 14 3, P acide amine de formule (I) etant recupere et, le cas 
echeant, purifie. 

17. Procede de preparation d'un acide amine de formule generale (I) tel 
15 que defini dans Tune des revendications 1 a 4, caracterise en ce que Ton. fait reagir 

de Pacetylserine avec une enzyme a activite « cysteine synthase modifiee >> telle que 
definie dans Pune des revendications 1 a 10, dans un milieu reactionnel approprie 
comprenant un compose soufre de : formule generale (IT) defini dans Pune des 
revendications 1 a 7/ 

20 18.., Procede selon la revendication 17, caracterise en ce que Penzyme a 

activite « cysteine synthase modifi6e » est presente dans une bacterie inactivee ou 
dans un extrait cellulaire. 



18 



comprenant une etape consistant cultiver sous pression de selection dans un milieu 
de culture approprie comprenant une source de carbone simple une souche 
bacterienne comprenant une enzyme catalysant une reaction de sulfhydrylation en 
presence d'H23 'dont 1'activitc essentielle n'est pas une activite « cysteine Synthase », 
5 afin de dinger une evolution du gene codant pour ladite enzyme dans ladite souche 
bacterienne, vers un gene codant pour une activite « cysteine synthase modifiee ». 

16. Procede de preparation d'un acide amine de formule generale (I) tel 
que defini dans l'une des revendications 1 a 4, dans lequel on cultive un 
microorganisme a activite « cysteine synthase modifiee » tel que defini dans les 

1 0 revendications 1 a 14 dans un milieu de culture approprie comprenant une source dc 
carbone simple et un derive soufre de formule generale (II) tel que defini dans l'une 
des revendications 1 a 3, l'acide amine de formule (I) etant recupere et, le cas 
echeant, purifie. 

17. Procede de preparation d'un acide amine de formule generale (1) tel 
1 5 que defini dans l'une des revendications 1 a 4, caracterise" en ce que l'on fait reagir 

de l'acetylserine avec une enzyme a activite" « cysteine synthase modifiee » telle que 
definie dans l'une des revendications 1 a 10, dans un milieu reactionnel approprie 
comprenant un compose south* de formule generale (II) defini dans l'une des 
revendications 1 a 3. 

20 18 - Procede selon la revendication 17, caracterise en ce que 1'enzyme a 

activite « cysteine synthase modifiee » est presente dans une bacterie inactiv^e ou 
dans un extrait cellulaire. 
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LISTE DE SEQUENCES 

<110> Metabolic Explorer 

<120> Microorganism? a activite cysteine synthase modifiee et procede 
de preparation de la cysteine 

<130> D21227 



<160> 10 

<170> Patentln version 3.2 

<210> 1 
<211> 100 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<22 3> Oligonucleotide DcysKR 
<400> 1 



tgttgcaatt ctttctcagt gaagagatcg gcaaacaatg cggtgcttaa ataacgctca 60 
cccgatgatg gtagaataac catatgaata tcctccttag 9 Jj) 



<210> 2 
<211> 100 
<212> ADN .. 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Oligonucleotide DcysKF 



<400> 2 

agtaagattt ttgaagataa ctcgctgact atcggtcaca cgccgctggt tcgcctgaat 60 
cgcatcggta acggacgcat tgtaggctgg agctgcttcg tcgcctgaat JO 



<210> 3 
<211> 100 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Oligonucleotide DcysMR 
<400> 3 



cccgccccct ggctaaaatg, ctcttcccca aacaccccgg tagaaaggta gcgatcocca 60 
cgatcgcaga tgatcgccac catatgaata tcctccttag gcgatcgcca ^60 



<210> 4 
<211> 100 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Oligonucleotide DcysMF 
<400> 4 



2 



agtacattag aacaaacaat aggcaatacg cctctggtga agttgcagcg aatggggccg 
gataacggca gtgaagtgtg tgtaggctgg agctgcttcg 



60 
100 



<210> 5 
<211> 30 
<212> ADM 

<213> Sequence artif icielle 
<220> 

<223> Amorce PCR cysKR 
<400> 5 

tttttaacag acgcgacgca cgaagagcgc 30 

<210> 6 
<211> 30 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Amorce PCR cysKF 



<210> 7 
<211> 30 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Amorce PCR cysMR 
<400> 7 

ggggtgacgg tcaggactca ccaatacttc 30 

<210> 8 
<211> 30 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<223> Amorce PCR cysMF 



*210> 9 

<::i2> adn 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Oligonucleotide Met YR 



<400> 6 

ggcgcgacgg cgatgtgggt cgattgctat 



30 



<4 00> 8 

gcgcgcatcg ctggccgctg ggctacacac 



30 



<400> 9 



3 



ttagagctgt tgacaattaa tcatccggct cgtataatgt gtggaataaa aactcttaag 60 
gacctccaaa tgcc 74 



<210> 10 
<211> 30 
<212> ADN 

<213> Sequence artificially 



<220> 

<223> Oligonucleotide MetYF 



<400> 10 

gctctgtcta gtctagtttg cattctcacg 



30 
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